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STRESZCZENIE
WSTĘP. PPARg (peroxisome — proliferator activated
receptor g) jest receptorem jądrowym aktywowanym
przez czynniki wywołujące proliferację peroksyso-
mów, w tym przez naturalnie występujące kwasy
tłuszczowe i ich pochodne. Jego funkcją jest między
innymi regulowanie dojrzewania adipocytów i spi-
chrzania w nich triglicerydów. Mutacje i polimorfi-
zmy tego genu wpływają na powstawanie otyłości
i cukrzycy typu 2 u ludzi. Mutacją zmiany sensu, opi-
saną w populacji niemieckiej, odpowiedzialną za
zwiększenie aktywności transkrypcyjnej białka PPARg
i powstanie monogenowej formy otyłości jest sub-
stytucja proliny przez glutaminę w pozycji amino-
kwasowej 115 (Pro115Gln).
CEL PRACY. Celem badania jest ocena roli mutacji
Pro115Gln w powstawaniu ciężkiej otyłości w po-
pulacji Małopolski.
MATERIAŁ I METODY. Badanie objęło grupę 89 oty-
łych osób (60 kobiet i 29 mężczyzn) ze wskaźnikiem
masy ciała (BMI, body mass index) większym lub
równym 35. Wśród badanych było 64 chorych na
cukrzycę typu 2 (43 kobiety, 21 mężczyzn). DNA osób
włączonych do badania użyto do namnożenia za po-
mocą polimerazowej reakcji łańcuchowej (PCR, po-
lymerase chain reaction) fragmentu genu PPARg
o długości 129 bp, potencjalnie zawierającego ba-
daną mutację. Mutacji poszukiwano za pomocą tech-
niki zmiennej długości fragmentów restrykcyjnych
(RFLP, restriction fragment lenght polymorhism) przy
użyciu enzymu restrykcyjnego Hinc II.
WYNIKI. W rezultacie przeprowadzonych ekspery-
mentów u żadnej z badanych osób nie stwierdzono
obecności miejsca restrykcyjnego dla enzymu Hinc II,
a zatem żadna z nich nie była nosicielem poszuki-
wanej mutacji. Aby uzyskać kontrolę aktywności re-
strykcyjnej enzymu Hinc II, namnożono fragment
genu receptora 4 melanokortyny (MC4R, melanocor-
tin-4 receptor), zawierający kodon 103, wykazujący
polimorfizm walina Æ izoleucyna i zastosowano tra-
wienie enzymem Hinc II.
WNIOSKI. Z przeprowadzonych badań wynika, że
mutacja Pro115Gln w genie PPARg nie jest częstą
przyczyną ciężkiej otyłości w populacji Małopolski.
Słowa kluczowe: PPARg, gen, otyłość
ABSTRACT
INTRODUCTION. PPARg is a nuclear receptor that is
activated by factors, fatty acids for example, that
influence the activation of peroxisomes. Its function
is, among others, the regulation of adipocyte diffe-
rentiation and trigliceryde storage. Mutations and
polymorphisms of this gene influence the pathoge-
nesis of obesity and type 2 diabetes mellitus in hu-
mans. Recently, a substitution of proline by gluta-
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mine at residue 115 of the PPARg gene has been
described in a German population. This Pro115Gln
missence mutation caused increased transcriptional
activity of the protein and occurrence of monoge-
nic form of obesity.
AIM OF STUDY. In the current study we aimed to
identify the role of Pro115Gln mutation in the pa-
thogenesis of severe obesity in Małopolska region.
MATERIAL AND METHODS. We included into this stu-
dy 89 obese individuals with BMI (body mass index)
equal or above 35 (60 women and 29 men). There
were 64 type 2 diabetes patients among them
(43 women and 21 men). DNA of these 89 individu-
als was used to amplify, through polymerase chain
reaction (PCR), a 129 base pair DNA fragment that
could potentially contain the examined mutation.
Screening for the Pro114Gln mutation was perfor-
med by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) method using Hinc II restriction enzyme.
RESULTS. None of the examined samples showed the
presence of Hinc II restriction site. This constitutes
the evidence that our study group did not contain
a carrier of the Pro115Gln mutation. To confirm the
activity of the Hinc II restriction enzyme used in the
study we amplified and digested the fragment of
melanocortine 4 receptor gene (MC4R) that conta-
ined Val103Ile polymorphism creating Hinc II restric-
tion site.
CONCLUSION. Our study proves that Pro115Gln mu-
tation of the PPARg gene is not a frequent cause of
severe obesity in a population of Małopolska region.
Key words: PPARg, gene, obesity
Wstęp
Otyłość, z etiologicznego punktu widzenia, jest
zróżnicowaną grupą zaburzeń, których wiodącym
objawem jest nadmiar tkanki tłuszczowej [1, 2]. Sta-
nowi ona czynnik ryzyka cukrzycy typu 2, zaburzeń
lipidowych, nadciśnienia tętniczego i choroby nie-
dokrwiennej serca [1]. W patogenezie otyłości istotną
rolę odgrywają czynniki genetyczne i środowiskowe.
Za znaczeniem czynników genetycznych przemawia
występowanie otyłości w rodzinach, duża zgodność
zachorowalności u bliźniąt monozygotycznych oraz
bardzo wysoka chorobowość w niektórych grupach
etnicznych, na przykład u Indian Pima [3]. Roli czyn-
ników środowiskowych dowodzi zależność występo-
wania otyłości od diety i trybu życia oraz różnica
w występowaniu schorzenia w tych samych grupach
etnicznych, żyjących w różnych warunkach środo-
wiskowych [4, 5]. W otyłości, z etiopatogenetyczne-
go punktu widzenia, można wyodrębnić dwie pod-
stawowe grupy: formy złożone i formy monogeno-
we [2]. Postacie złożone powstają wskutek działa-
nia wielu różnych czynników. W pierwszym rzędzie
powstają w wyniku interakcji środowiska i podłoża
genetycznego, ale także wzajemnego oddziaływa-
nia różnych genów. Do złożonych postaci otyłości
predysponują stosunkowo częste polimorfizmy. Al-
lele tych polimorfizmów występują zarówno u ludzi
bez otyłości, jak i u osób wykazujących jej cechy.
Nosicielstwo niektórych alleli wiąże się raczej z umiar-
kowanym wzrostem ryzyka zachorowania niż z bar-
dzo wysokim prawdopodobieństwem pojawienia się
choroby, jednak ze względu na ich częstość, rola
w odniesieniu do całej populacji bywa bardzo zna-
cząca. Diagnoza z reguły dotyczy osób dorosłych,
często w drugiej połowie życia [6]. Przykładem ta-
kiego polimorfizmu jest substytucja –866G/A w pro-
motorze genu białka rozsprzęgającego 2 (UCP2, un-
coupling protein 2) [7]. Formy monogenowe stano-
wią mniejszość szacowaną na około 5–10% wszyst-
kich przypadków, jednak ich podłoże genetyczne jest
stosunkowo dobrze poznane, a badania nad nimi
wniosły wiele istotnych elementów do zrozumienia
patogenezy choroby. Są one konsekwencją rzadkich
mutacji w pojedynczych genach. Mutacje te znaczą-
co zmieniają strukturę i funkcję białek. Formy mono-
genowe charakteryzują się z reguły wysoką pene-
tracją fenotypową, ciężkim, często dramatycznym
obrazem klinicznym i są przyczyną wystąpienia cho-
roby u osób w młodym wieku [1]. Podłoże genetycz-
ne ma w tych przypadkach decydujące znaczenie,
a środowisko nie zmienia w istotny sposób jego wpły-
wów. W ostatnich latach opisano mutacje w kilku
genach, będące przyczynami monogenowych form
otyłości: leptyny, receptora leptyny, pro-opiomela-
nokortyny (POMC, pro-opiomelanocortine), konwer-
tazy prohormonalnej 1 (PC-1, prohormone conver-
tase 1), receptora melanokortyny typu 4 (MC4R,
melanocortin-4 receptor) [8–15]. Odrębną postacią
monogenową, niezwiązaną z układem leptyny, są
przypadki będące konsekwencją mutacji genu pe-
roksysomalnego aktywowanego proliferacyjnie re-
ceptora g (PPARg, peroxisome — proliferator activa-
ted receptor) [16]. Receptor ten należy do rodziny
receptorów jądrowych, aktywowanych przez natu-
ralnie występujące kwasy tłuszczowe i ich pochod-
ne [17] i reguluje on ekspresję genów przez wiąza-
nie się z odpowiednimi sekwencjami DNA, pełniący-
mi funkcje regulatorowe promotorów (PPRE, pero-
xisome — proliferator response elements) [17]. Re-
ceptor PPARg odpowiada wraz z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi za różnicowanie fibroblastów w kie-
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runku adipocytów [18] oraz wpływa na metabolizm
dojrzałych komórek przez regulację ekspresji enzy-
mów. Gen PPARg zlokalizowany jest na chromoso-
mie 3, u człowieka występują trzy izoformy mRNA
dla PPARg: -g1, -g2 i -g3, powstające przez rozpoczę-
cie odczytu z różnych miejsc i różne łączenie frag-
mentów mRNA (splicing) [19, 20]. Ludzki PPARg2
w stosunku do dwóch pozostałych izoform posiada
dodatkowych 28 aminokwasów. Mutacje i polimor-
fizmy genu PPARg są związane u człowieka z choro-
bami metabolicznymi. Częstszy wariant powszech-
nego polimorfizmu Pro12Ala wiąże się ze zwiększo-
nym ryzykiem cukrzycy typu 2 [21]. Dotychczasowe
publikacje nie pozwalają na jednoznaczne powiąza-
nie tego polimorfizmu z powstawaniem otyłości [22].
Rzadkie mutacje Val1290Met i Pro467Leu wykryto
w rodzinach obciążonych ciężkimi postaciami insuli-
nooporności [23]. Ostatnio wykryto substytucję GÆT
powodującą mutację zmiany sensu Pro115Gln w po-
zycji 115 łańcucha aminokwasowego PPARg2, którą
opisano w populacji niemieckiej jako odpowiedzialną
za około 3% ciężkiej otyłości [16]. Mutacja ta unie-
możliwia fosforylację seryny w pozycji 114 i powodu-
je wzrost funkcji tego receptora, co in vivo powoduje
hiperplazję adipocytów oraz gromadzenie w nich tri-
glicerydów [16].
Celem pracy było zbadanie znaczenia mutacji




Wstępnej analizie pod kątem zakwalifikowania
do badania poddano 658 niespokrewnionych osób:
398 chorych na cukrzycę typu 2 i 260 osób bez cu-
krzycy (podczas rekrutacji zastosowano kryteria i de-
finicje cukrzycy wg WHO [24]), które włączono do
badań nad podłożem genetycznym chorób metabo-
licznych w Katedrze i Klinice Chorób Metabolicznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego
[25, 26]. Wszystkie osoby włączone do badania były
rasy kaukaskiej i pochodziły z Małopolski. Przeszły
one podstawowe badanie fizykalne, które obejmowa-
ło między innymi: pomiary wzrostu, masy ciała i ciśnie-
nia tętniczego. Badanie objęło głównie pacjentów
ambulatoryjnych Katedry i Kliniki Chorób Metabo-
licznych, ich małżonków oraz ochotników z perso-
nelu tej placówki akademickiej. Wybrano spośród
nich 89 osób otyłych ze wskaźnikiem masy ciała (BMI,
body mass index) większym lub równym 35. W tej
grupie było 64 chorych na cukrzycę typu 2 (43 kobie-
ty i 21 mężczyzn) i 25 osób z prawidłową glikemią
na czczo (17 kobiet i 8 mężczyzn). Badanie przepro-
wadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsińskiej.
Zostało ono zaaprobowane przez Komisję Bioetyczną
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego.
Genotypowanie
DNA badanych osób wyizolowano z limfocytów
krwi obwodowej za pomocą odczynnika DNAzol
(Gibco). Tego DNA i primerów o strukturze: sensow-
ny — 5’-tgc aat caa agt gga gcc-3', antysensowny
— 5'-cag aag ctt tat ctc cac aga c-3' użyto do namno-
żenia DNA obejmującego locus badanej mutacji. Po-
limerazowa reakcja łańcuchowa (PCR, polymerase
chain reaction) została wykonana w termocyklerze
Uno II (Biometra). Temperatura przyłączania (anneal-
ling) wynosiła 60°C, program obejmował 35 cykli. Cał-
kowita długość PCR produktu wynosiła 129 par za-
sad (bp, base pairs). Produkt PCR podlegał trawieniu
przy użyciu swoistego enzymu restrykcyjnego Hinc II
zgodnie z instrukcjami wytwórcy (Fermentas). W obec-
ności wariantu glutaminy oczekiwane trawienie po-
winno spowodować odcięcie krótkiego fragmentu
o długości 25 bp. Produkty trawienia zostały rozdzie-
lone i uwidocznione na żelu agarozowym o stężeniu
3,5%, barwionym bromkiem etydyny. Wyniki zareje-
strowano przy użyciu kamery cyfrowej i zachowano
jako dokumenty komputerowe w programie Vilbert-
-Lourmant.
Wyniki
Warianty genu PPARg zostały ustalone u 89 osób.
Wśród nich było 64 chorych na cukrzycę typu 2
(43 mężczyzn i 21 kobiet), średni wiek chorych w cza-
sie badania wynosił 55 ± 8,9 lat, średni wiek w chwili
postawienia diagnozy 46,5 ± 9,4 lat, a średni BMI
39,5 ± 4,3 kg/m2. Średni wiek pozostałych 25 osób
bez cukrzycy (8 mężczyzn i 17 kobiet) w momencie
badania wynosił 46,5 ± 10,4 lat, a średni BMI w tej
grupie 41,0 ± 6,1 kg/m2. Żadna z badanych próbek
nie wykazała cech obecności allelu glutaminy w miej-
scu aminokwasowym 115 genu PPARg, a wszystkie
badane osoby były homozygotami dla allelu proliny.
Aby potwierdzić aktywność enzymatyczną zastoso-
wanego enzymu Hinc II, namnożono fragment genu
receptora 4 melanokortyny, zawierający kodon 103,
wykazujący polimorfizm walina Æ izoleucyna
(Val103Ile). Częstszy („dziki”) allel tego polimorfizmu
można wykryć przy zastosowaniu w PCR zmodyfiko-
wanego primera (mismatch primer) oraz techniki RFLP
z trawieniem enzymem Hinc II [27, 28]. Autorzy, sto-
sując opisaną uprzednio przez Rosmond i wsp. [28]
metodę, wykazali prawidłową aktywność stosowa-
nego przez nich enzymu.
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Dyskusja
W opisywanym badaniu poszukiwano w genie
PPARg mutacji Pro115Gln, która upośledza proces
fosforylacji tego receptora i prowadzi do powstania
monogenowej formy otyłości. W populacji niemiec-
kiej mutacja ta wydaje się odpowiadać za około 3%
ciężkiej otyłości. Średni wskaźnik BMI u 4 osób opi-
sanych przez Ristowa i wsp. [16] jako nosicieli tej
mutacji wynosił 41,9. Wśród nich 3 osoby chorowa-
ły na cukrzycę typu 2 i z biochemicznego punktu
widzenia cechowały się niskim stężeniem insuliny,
co zinterpretowano jako dowód dużej insulinowraż-
liwości. Wydaje się, że alternatywnym sposobem
wyjaśnienia tego zjawiska jest współistnienie upo-
śledzenia funkcji komórek b. Za tą drugą hipotezą
przemawia inne doniesienie z Niemiec [29], które
opisuje zjawisko insulinooporności potwierdzone
metodą hiperinsulinemicznego euglikemicznego
klampu u kolejnej osoby będącej nosicielem mutacji
Pro115Gln w tej populacji. Autorzy dobierali pacjen-
tów do badania, kierując się charakterystyką kliniczną
nosicieli w populacji niemieckiej. Do badania włą-
czono chorych na cukrzycę typu 2 z bardzo znaczną
masą ciała (BMI > 35). Do wstępnie wyselekcjono-
wanej grupy chorych na cukrzycę dołączono osoby
otyłe bez zaburzeń metabolizmu glukozy, które
w prowadzonych przez autorów badaniach nad ge-
netyką cukrzycy typu 2 wchodzą w skład grupy kon-
trolnej. Mimo, jak się wydaje, optymalnej selekcji
badanej grupy badanie nie przyniosło pozytywnych
wyników. Od czasu opublikowania doniesienia Risto-
wa i wsp. [16] ukazało się wiele publikacji naukowych,
które dotyczyły poszukiwania mutacji Pro115Ala
w licznych populacjach i grupach etnicznych [30–
–36], w tym także w populacji polskiej [37]. To ostat-
nie doniesienie dotyczyło jednak pacjentów bez cu-
krzycy. Negatywne wyniki tych poszukiwań mogą
świadczyć o swoistości tej różnicy w sekwencji jedy-
nie dla populacji niemieckiej. Mogło to przemawiać
za tak zwanym efektem założyciela (founder effect).
Niemniej jednak, ostatnio ogłoszone wykrycie mu-
tacji Pro115Ala w populacji polskiej z regionu Śląska
[38] może przemawiać za ograniczoną rolą tej mu-
tacji także w naszej populacji. Niewątpliwie intere-
sująca jest kwestia precyzyjnego określenia pocho-
dzenia etnicznego osób z populacji śląskiej.
W podsumowaniu można stwierdzić, że muta-
cja Pro115Ala w genie PPARg nie jest częstą przy-
czyną ciężkiej otyłości w populacji osób z regionu
Małopolski.
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